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Opinnäytetyö tehtiin Hannu Koistisen tutkimusryhmässä, Kliinisen kemian laitoksella, 
Haartman-instituutissa ja se on osa suurempaa tutkimuskokonaisuutta. Tutkimuksessa 
ryhmän päämääränä on saada tuloksia, joiden pohjalta voitaisiin tulevaisuudessa kehi-
tellä uusia lääkeaineita ja hoidollisia menetelmiä eturauhassyövän hoitoon. Opinnäyte-
työn aiheena toimiva tutkimuksen osa sijoittui suuremman tutkimuksen kontekstissa vai-
heeseen, jossa RNA-interferenssi (RNAi) -menetelmälle pyrittiin löytämään optimaaliset 
olosuhteet trypsiini 2 -proteaasia koodaavan PRSS2-geenialueen ekspression vaimen-
tamiseksi. Valmiin koeasetelman ja lähtökohdan tutkimukselle suunnitteli vanhempana 
tutkijana Koistisen ryhmässä toimiva Kati Räsänen.  
 
RNA-interferenssi-ilmiö, jota opinnäytetyössä hyödynnetään, on vielä suhteellisen nuori 
tutkimuslöydös ja nopeasti etenevässä tutkimustyössä se nähdään potentiaalisena me-
netelmänä tulevaisuuden syöpähoidoissa. Opinnäytetyössä RNAi:n avulla pyrittiin estä-
mään trypsiini 2 -proteaasin syntymistä ja suuremmassa mittakaavassa sitä kautta eh-
käisemään syövän kehittymistä ja inhiboimaan syöpäsolujen leviämistä.  
 
Eturauhassyöpä, jonka hoidon kehittämiseen opinnäytetyö kytkeytyy, on jo useiden vuo-
sien ajan ollut suomalaisten miesten yleisin syöpäsairaus ja sitä esiintyy keskimääräi-
sesti yli kymmenen prosenttia enemmän kuin mitään toista syöpätyyppiä. Proteaasit, 
joita työssä tarkastellaan, tuhoavat solujen kalvoja ja aiheuttavat tuhoa ympäröiviin ku-
doksiin raivaten tilaa jatkuvasti lisääntyvälle syöpäsolukolle. Eturauhanen tuottaa useita 
eri proteaaseja, joilla tiedetään olevan osuutta syövän kehittymisessä ja joiden ilmenty-
minen vaihtelee eturauhassyövän eri kehitysasteissa. Trypsiineillä on todettu olevan yh-
teys useisiin eri syöpätyyppeihin, joten niiden tutkiminen on varsin perusteltua myös etu-
rauhassyövän yhteydessä. Trypsiini on haiman erittämä ruoansulatusentsyymi ja sen 
esiastetta trypsinogeeniä esiintyy siemennesteessä sekä miehen lisääntymiselimistön 
muissa kudoksissa. Lisäksi sitä esiintyy eturauhassyöpäkudoksessa. (Paju – Bjartell – 
Zhang – Nordling – Borgström ym 2000; Lippolis – Stenman – Bjartell 2013.)  
 
Opinnäytetyön kokeellisessa osuudessa syöpäsolulinjat PC-3, PC-3M ja ALVA-31 viljel-
tiin kuusikuoppalevyille, jossa niille kiinnittymisen jälkeen suoritettiin siRNA (small inter-
fering RNA) -transfektio kolmella eri PRSS2-geenialueen oligonukleotidisekvenssillä. 
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Transfektion jälkeen soluista eristettiin niiden RNA:t, jotka käännettiin käänteiskopioija-
entsyymin avulla komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). cDNA-synteesin jälkeen halut-
tuja geenituotteita monistettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:llä (qRT-PCR) tulok-
sen saattamiseksi määrälliseen muotoon. qRT-PCR:ssä käytettiin kolmen eri geenialu-
een (PRSS1, PRSS2, PRSS3) lisäksi GAPDH ja HPRT1 -referenssigeenejä tuloksen 
normalisointiin. Tulokset taulukoitiin luettavaan muotoon Excel-taulukkolaskentaohjel-
malla. 
 
RNAi-menetelmän optimoinnin lisäksi opinnäytetyö sisältää tutkimukseen käytettyjen 
syöpäsolulinjojen karakterisointia. Opinnäytetyön kokeellinen osuus toteutettiin kolmella 
eri eturauhassyöpäsolulinjalla, joista tehtiin 3D-soluviljelmät hiiressä kasvavasta Engel-
breth-Holm-Swarm (EHS) sarkoomasta uutetulle keinotekoiselle mutta luonnollista tyvi-
kalvoa jäljittelevälle soluväliaineelle, matrigeelille. Syöpäsolulinjojen solujen migraatiota 
ja invaasiota seurattiin ja dokumentoitiin matrigeeli-kasvatuksessa vuorokauden välein. 
 
Opinnäytetyön kuvamateriaalin tuottamisesta vastasivat työn tekijät Jenni Niinimäki ja 
Sari Seppä sekä opinnäytetyötä ohjannut Kati Räsänen. Muuta alkuperää olevien kuvien 
yhteydessä on käytetty lähdeviitettä.  
 
2 Eturauhassyöpä  
 
Eturauhassyöpä on jo useiden vuosien ajan ollut suomalaisten miesten yleisin syöpäsai-
raus ja sitä esiintyy keskimääräisesti yli kymmenen prosenttia enemmän kuin mitään 
toista syöpätyyppiä. Eturauhassyöpä on keuhkosyövän jälkeen miesten toiseksi yleisin 
kuolemaan johtava syöpä Suomessa; sen osuus oli 13,7 % kaikista miesten syöpäkuole-
mista vuonna 2012. (Suomen syöpärekisteri 2014; Kujala 2012; 803.) 
 
Eturauhassyöpä on usein liitettävissä ikääntymiseen ja sitä esiintyy enemmän keski-iän 
ylittäneillä kuin nuorilla miehillä. Syövän kehittyminen on usein vuosia kestävä tapahtu-
masarja, johon tarvitaan useita mutaatioita, mistä johtuen hyvänlaatuisten muutosten ke-
hittyminen varsinaiseksi kliiniseksi taudiksi on monivaiheinen ja aikaa vievä prosessi. 
Eturauhassyövän tarkkoja aiheuttajia ei täysin tunneta mutta oletetaan, että sen syntyyn 
vaikuttavat niin etninen tausta kuin geneettisetkin tekijät ja ympäristö. (Tammela – Utri-
ainen – Rosenberg-Ryhänen 2014: 4; Solunetti 2006; Klug – Cummings – Spencer – 
Palladino 2011: 474.) 
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2.1 Syöpäsairauksista yleisesti 
 
Syöpä on sairaus, jossa normaalin solutuhon ja solunjakautumiseen välillä vallitseva ta-
sapainotila on häiriintynyt. Kliinisesti syöpä voidaan määritellä monimuotoiseksi ryh-
mäksi sairauksia, jotka käyttäytyvät eri tavoin solutyypistä ja kohde-elimestä riippuen. 
Syövät nimetään primaarikasvaimen sijainnin ja kasvainkudoksen rakenteen perus-
teella. (Syöpäjärjestöt 2014.) Eri syöpätyypit vaihtelevat suuresti puhkeamissyiden, kas-
vun, invasiivisuuden, oireiden, ennusteen ja hoitovasteen puolesta toisistaan. Molekyy-
litasolla syöpiä kuitenkin yhdistävät tietyt ominaispiirteet, joiden perusteella ne voidaan 
luokitella samaan tautiperheeseen kuuluviksi. (Klug ym. 2011: 474.) 
 
Kaikilla syöpäsoluilla on kaksi perusominaisuutta: kasvunsäätelymekanismien häiriinty-
misestä johtuva hallitsematon ja nopea jakautuminen, sekä solun normaalisäätelyn pet-
tämisestä aiheutuva syöpäsolujen leviäminen elimistön muihin osiin (etäpesäkkeet l. me-
tastaasit). Syöpäsoluissa kasvua säätelevät ja rajoittavat geenit ovat mutatoituneet tai 
niiden ilmentyminen on muutoin häiriintynyt. Normaaleissa soluissa näitä geenejä ilmen-
netään kontrolloidusti oikeaan aikaan ja oikeassa paikassa. Syöpää aiheuttavat mutaa-
tiot tapahtuvat yleensä kehon somaattisissa soluissa. Normaalin solun muuttumisen syö-
päsoluksi voi saada aikaan erilaiset syöpää aiheuttavat tekijät (karsinogeenit). Karsino-
geeneja voivat olla esimerkiksi virukset tai elinympäristön altisteet. (Syöpäjärjestöt 2014; 
Klug ym. 2011: 474.) 
 
Syövälle tyypilliset solujen hallitsematon lisääntyminen ja etäpesäkkeet ovat juuri niitä 
tekijöitä, jotka tekevät siitä vaarallisen sairauden. Solun menettäessä kontrollinsa ja al-
kaessa jakautumaan hallitsemattomasti, syntyy jatkuvasti kasvava solukasauma, kas-
vain. Tällaista kasvainta, joka ei tunkeudu ympäröiviin kudoksiin, kutsutaan hyvänlaa-
tuiseksi (benigni). Sen sijaan kasvainta, joka kasvaa ympäröivien kudosten sisään tuho-
ten samalla niiden rakennetta tai leviää verenkiertoon synnyttäen sekundaarisia kas-
vaimia muualle elimistöön, kutsutaan pahanlaatuiseksi (maligni). Pahanlaatuisten kas-
vainten hoito on hyvin haasteellista ja ne voivat olla sairastuneelle hengenvaarallisia. 




2.2 Eturauhasen hyvänlaatuinen liikakasvu ja eturauhassyöpä 
 
Aikuisen miehen eturauhanen 
(prostata) on saksanpähkinän 
muotoinen ja kokoinen, noin 20 
g painava elin, joka sijaitsee 
lantion suojassa virtsarakon 
alapuolella virtsaputkea ja ra-
kon kaulaa ympäröiden. Etu-
rauhanen voidaan jakaa anato-
misesti eri alueisiin, joita ovat 
sentraalinen, transitionaalinen 
ja perifeerinen vyöhyke. Eturau-
hanen koostuu pääasiassa sile-
ästä lihaksistosta, sidekudok-
sesta sekä rauhasrakenteista, joita verhoaa kahden solukerroksen muodostama epiteeli. 
(Tammela ym. 2014: 5; Kujala 2012: 800.) Normaalia eturauhaskudosta nähtävissä ku-
viossa 1. 
 
Eturauhasen kasvua ja kehitystä säätelevät kiveksen tuottamat miessukupuolihormonit. 
Valtaosalla miehistä eturauhanen alkaa hitaasti suurentua 40 ikävuoden jälkeen, johtaen 
eturauhasen hyvänlaatuiseen liikakasvuun (prostatahyperplasia) (Tammela ym. 2014: 
6). Valtaosalla 60-vuotta täyttäneistä on jonkin asteisia hyvänlaatuisesta liikakasvusta 
johtuvia oireita, mutta eturauhasen koolla ei ole suoraa yhteyttä potilaan oirekuvaan. 
Yleisin oireiden aiheuttaja on virtsaputken yläosan ahtautuminen. (Kujala 2012: 800.) 
Eturauhasen hyperplasiaan voi liittyä myös infarkteja, jotka hyvänlaatuisuudestaan huo-
limatta saattavat aiheuttaa hematuriaa ja PSA:n nousua, kuten pahanlaatuisetkin kas-
vaimet. Myös eturauhasen tulehdussairaudet ovat hyvin tavallisia. (Kujala 2012: 800–
801.) 
 
Eturauhassyöpä ilmenee useimmiten rauhasen uloimmassa (perifeerisessä) vyöhyk-
keessä. Valtaosa eturauhasen syövistä on perifeeristen asinusten adenokarsinoomia. 
Transitionaalisesta vyöhykkeestä alkaa noin 15–25 % eturauhassyöpätapauksista. Etu-
rauhassyövät ovat taudinkuvaltaan hyvin heterogeenisia; joissain tapauksissa tauti voi 
olla pitkään latentti, kun toisinaan se saattaa edetä hyvinkin nopeasti etäpesäkkeiden 
syntyyn ja kuolemaan. (Tammela ym. 2014: 6; Kujala 2012: 804.)  
Kuvio 1.  Eturauhaskudoksen histologinen näkymä 





Eturauhassyöpä diagnosoidaan koepalojen mikroskooppisella tutkimuksella, minkä li-
säksi eturauhanen tunnustellaan palpoimalla ja seerumista määritetään prostataspesifi-
sen antigeenin (PSA:n) pitoisuus (Käypä hoito -suositus 2014). PSA on ollut käytössä 
eturauhassyövän biomarkkerina 1990-luvulta asti. Merkkiaineen löytäminen on suuren-
tanut huomattavasti eturauhassyövän esiintyvyyttä, koska sen myötä entistä suurempi 
osa syövistä voidaan todeta jo prekliinisessä vaiheessa kohonneen PSA-arvon perus-
teella. Ongelma kuitenkin on se, ettei PSA:ta erity ainoastaan pahanlaatuisesta kudok-
sesta, vaan niin ikään myös hyvänlaatuiset muutokset kohottavat sen tasoa, jolloin se ei 
ole täysin spesifinen eturauhassyövän diagnosointiin. (Paju ym. 2000; Lippolis ym. 
2013.) 
 
2.3 Eturauhassyövän proteaasit 
 
Syöpäsoluilla on erilaisia mekanismeja aiheuttaa palautumattomia vaurioita sairastu-
neen soluihin ja kudoksiin. Syöpäsoluilla on kyky tunkeutua (invasoida, infiltroida) ympä-
röiviin kudoksiin, verisuoniin ja imuteihin, mikä aiheuttaa normaalin kudoksen tuhoutu-
mista ja mahdollistaa metastaasien muodostumisen. Lisääntyneen liikkuvuuden lisäksi 
syöpäsolujen kasvanut proteaasien eritys ja vähentynyt soluadheesio edistävät solujen 
invaasiota kudoksiin. Kasvainsolukkoon hakeutuvilla, tulehdusreaktioon liittyvillä valko-
soluilla sekä niiden erittämillä kasvutekijöillä ja proteaaseilla on myös suuri merkitys syö-
päsolujen leviämisessä. Syöpäsolujen ympäristöönsä tunkeutumisen havaitseminen on 
syövän mikroskooppisessa diagnostiikassa hyvin tärkeä, kasvaimen pahanlaatuisuutta 
indikoiva löydös. (Mason – Joyce 2011; Lyly 2012: 1208.) 
 
Proteaasit, joita tässä työssä tarkastellaan, tuhoavat solujen kalvoja ja aiheuttavat tuhoa 
ympäröiviin kudoksiin raivaten tilaa jatkuvasti lisääntyvälle syöpäsolukolle. Eturauhanen 
tuottaa useita eri proteaaseja, joilla tiedetään olevan osuutta syövän kehittymisessä ja 
joiden ilmentyminen vaihtelee eturauhassyövän eri kehitysasteissa (Borgono – Diaman-
dis 2004; Lawrence – Lai – Clements 2010). Kohonnut protelyyttinen aktiivisuus kasvai-
men mikroympäristössä on näin ollen liitettävissä syövän etenemiseen ja syöpäsolujen 
leviämiseen ympäröiviin kudoksiin (Lopez-Otin – Matrisian 2007). Proteaasit hajottavat 
soluväliainetta (matriksia) ja sitä kautta edistävät tuumorin kasvua, syöpäsolujen invaa-
siota ja metastaasien muodostumista (Mason – Joyce 2011).  
 
Proteaasien vaikutus syöpäsolujen kasvuun ja leviämiseen ei ole täysin yksioikoista,  
vaan ne edistävät solujen migraatiota ja invaasiota keskinäisen verkostoitumisensa ja 
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vaikutuskaskadien kautta. Toisaalta osalla proteaaseista on myös todettu olevan kas-
vainten syntyä ja kasvua inhiboivia vaikutuksia. Inhibiittoreina toimivat proteaasit estävät 
syöpäsolujen invaasiota ohjaamalla niitä luonnolliseen solukuolemaan ja estämällä kas-
vaimen veri- ja lymfasuonten uudismuodostuksen (angiogeneesin) kehittymistä. (Mason 
– Joyce 2011; Lopez-Otin – Matrisian 2007.) 
 
Tunnetuin ja tutkituin eturauhasen runsaimmin tuottamista proteaaseista on seriini-pro-
teaasien kallikreiini-alaryhmään lukeutuva PSA (prostataspesifinen antigeeni, KLK3), 
jota tuotetaan prostatan epiteelisoluissa. PSA on yleisimmin eturauhassyövän diagno-
soinnissa käytetty biomarkkeri. Toinen tutkimusten myötä esiin noussut eturauhasen 
tuottama proteaasi on niin ikään kallikreiiniperheeseen kuuluva hK2 (KLK2), joka on 
myös hyvin prostataspesifinen. Huonosti erilaistuneessa syöpäkudoksessa, jossa PSA:n 
määrä on hyvin vähäinen, hK2-proteaasin määrä nousee. Koska PSA ei kuitenkaan ole 
täysin spesifinen taudin diagnosoimiseksi, kuten jo aiemmin todettiin, tulisi sen rinnalle 
löytää uusia merkkiaineita, jotka nykyistä tarkemmin osoittaisivat pahanlaatuiset muu-
tokset muiden muutosten joukosta. Opinnäytetyössä keskeisessä osassa olevilla trypsii-
neillä on todettu olevan yhteys useisiin eri syöpätyyppeihin, joten niiden tutkiminen on 
perusteltua myös eturauhassyövän yhteydessä. (Paju ym. 2000; Lippolis ym. 2013; 
Mattsson 2014: 17) 
 
2.3.1 Prostataspesifinen antigeeni 
 
PSA eli prostataspesifinen antigeeni on prostatasolujen tuottama proteiini, jota muiden 
kudosten solut eivät tuota. PSA:ta on veriplasmassa pieniä määriä. Prostatan koko vai-
kuttaa plasman PSA-pitoisuuteen (P-PSA). Jos prostata on kookas, myös PSA-pitoisuus 
on korkeampi. Myös ikä vaikuttaa PSA:n määrään. Iän myötä prostata kasvaa, ja tämä 
on huomioitu plasman PSA-arvojen viiterajoissa (ks. taulukko 1), jotka lähes kaksinker-
taistuvat 56 ikävuoden jälkeen. (Mustajoki – Kaukua 2008.) 
 
Eturauhassolujen lisäksi myös eturauhasen syöpäsolut tuottavat PSA:ta. Näin ollen pi-
toisuus kohoaa eturauhassyövän yhteydessä. Viitearvojen ylittyminen ei silti läheskään 
aina kerro syövästä, sillä hyvälaatuinenkin eturauhasen liikakasvu, prostatahyperplasia, 
saattaa saada pitoisuudet nousemaan selvästi yli viiterajojen. Selvästi korkea PSA-arvo 
kertoo suuremmasta prostatasyövän mahdollisuudesta, mutta on myös huomioitava, 
7 
  
ettei alhainen PSA-arvo täysin poissulje syövän mahdollisuutta. On olemassa eturau-
hassyöpäsoluja, jotka eivät tuota normaalista poikkeavia PSA-määriä. (Mustajoki – Kau-
kua 2008.) 
 
PSA:ta on veressä sekä vapaana että proteiineihin kiinnittyneenä. Monimutkaisemmilla 
tutkimuksilla on mahdollista mitata näiden suhteellista osuutta (P-PSA-suh). Syöpäta-
pauksissa vapaan PSA:n osuus on tavallista pienempi, eli suhde on keskimäärin 15 %. 
PSA:n nousun johtuessa muista syistä kuin syövästä, suhde on keskimäärin 22 %. (Mus-
tajoki – Kaukua 2008.) 
 




Trypsiini on proteiineja pilkkova haiman entsyymi. Haiman entsyymit erittyvät suoleen 
inaktiivisissa esimuodoissa. Myös trypsiini on aluksi inaktiivinen, ja tällöin sitä kutsutaan 
trypsinogeeniksi. Haimanesteen pääasialliset trypsiinin esimuodot ovat trypsinogeeni-1 
ja -2. Trypsinogeeni-3 on kolmas haimanesteessä esiintyvä trypsinogeeni ja sitä kutsu-
taan myös nimellä mesotrypsinogeeni. Sitä esiintyy haimanesteessä pieniä määriä. 
Ohutsuolen limakalvon enteropeptidaasi aktivoi trypsinogeenin trypsiiniksi, joka puoles-
taan aktivoi muut haiman proteolyyttiset entsyymit. Ruoansulatus, proteiinien pilkkomi-
nen ja muiden ruoansulatuskanavan entsyymien aktivointi ovat haiman trypsiinin tär-
keimmät tehtävät. (Itkonen 2010: 136–137.) 
 
Nykytietämyksen mukaan trypsinogeenien ilmentyminen ei liity ainoastaan haimaan, 
vaan trypsinogeenejä on havaittavissa useissa kudoksissa, niin normaaleissa kuin pa-






m alle 56 v  alle 3.3 µg/l  
m 56-59 v  alle 3.8 µg/l 
m 60-63 v  alle 4.8 µg/l   
m 64-67 v  alle 5.8 µg/l 
m yli 67 v  alle 6.2 µg/l  
 
m 40-69 v yli 15 % 






puhdistaminen ja karakterisointi ovat edistyneet massaspektrometrian menetelmien ke-
hittymisen myötä.  Kemiallisia eroja haiman ja muiden trypsinogeenien välillä on kyetty 
havaitsemaan ESI-MS (sähkösumutusionisaatio – massaspektrometria) -analyysillä. (It-
konen 2010: 136–137.)   
 
Tutkimuksissa on pystytty selvittämään, että esimerkiksi limaa erittävän munasarjasyö-
vän kystanesteessä esiintyy kahta trypsinogeenin isoentsyymiä, ja että näiden entsyy-
mien aminoryhmään päättyvän peptidiketjun N-pään aminohapposekvenssi vastaa hai-
man trypsinogeeni-1 ja -2 -sekvenssejä mainitussa järjestyksessä (Itkonen 2010: 136). 
Haiman trypsinogeeni-2:n kanssa sekvenssi on identtinen yhtä emäsparia lukuun otta-
matta. Myös molekyylipaino ja immuuniaktiivisuus ovat yhteneväiset. (Nyberg – Ylipalo-
saari – Sorsa – Salo 2006: 1223.) Isoentsyymeillä on myös eroavaisuuksia, kuten 
isoelektriset pisteet ja kyseiset isoentsyymit vastaavat eri tavoin proteaasi-inhibiittorei-
hin. Näin ollen kystanesteestä eristettyjä isoentsyymejä kutsutaan nimellä kasvaimiin liit-
tyvät trypsinogeenit, TAT-1 ja TAT-2 (tumor-associated trypsinogen -1 and -2). (Itkonen 
2010: 136.)      
 
Trypsinogeenin ekspressio eturauhassyöpäkudoksessa korreloi käänteisesti sekä syö-
vän erilaistumisasteen että PSA:n ekspression kanssa. (Paju ym. 2000.) TAT-2:n on 
osoitettu korreloivan syövän pahanlaatuisuuden kanssa ja se on vallitseva isotyyppi ma-
ligneissa syövissä. TAT-1:n tason on niin ikään havaittu olevan koholla näissä tapauk-
sissa. TAT-2:n taso korreloi myös syövän metastaasien todennäköisyyden kanssa. On 
osoitettu, että TAT-1:llä ja TAT-2:lla on useita eri mekanismeja tehostaa syövän aggres-
siivisuutta. (Nyberg ym. 2006: 1223.) 
 
Ihmisen haiman ja muiden kudosten trypsinogeenejä koodaa PRSS-geenit. Trypsiini 1-
proteaasia koodaa PRSS-1 ja trypsiini 2-proteaasia koodaa PRSS-2. (Itkonen 2010: 
137.) PRSS-1 ja -2 geenisekvenssit ovat 97 %:sti samankaltaiset (UniProt BLAST). Alla 







3 RNA-interferenssi solubiologiassa ja syöpätutkimuksessa 
 
RNA-interferenssi (RNAi) on monivaiheinen tapahtuma, johon eri RNA-molekyylit osal-
listuvat. RNAi on mekanismi, joka hiljentää tietyn geenin ilmenemisen eliön ilmiasussa. 
Ilmiö on täysin luonnollinen, ja esimerkiksi aitotumallisilla se todennäköisesti perustuu 
eliöiden suojautumiseen ulkopuolisia taudinaiheuttajia, kuten virusinfektioita vastaan. Il-
miö myös suojaa eliön perimää estäen virusten ja muiden liikkuvien, geneettistä ainesta 
omaavien partikkeleiden lisääntymisen eliön soluissa. RNAi:llä on myös tärkeä merkitys 
sekä eliöiden oman geeniekspression että niiden kromosomaalisten muutosten sääte-
lyssä. (Agrawal ym. 2003: 657–685.) Nopeasti etenevässä tutkimustyössä pyritään 
RNA-interferenssiä hyödyntäen kehittämään menetelmiä tulevaisuuden syöpähoitoihin. 
Viimeaikaiset edistysaskeleet RNAi:tä käyttävissä menetelmissä tarjoavat täysin uuden-
laisia mahdollisuuksia myös kliiniseen käytäntöön. Tavoitteena on kehittää RNAi-pohjai-
sia hoitomuotoja syövän hallintaan. (Wu – Lopez-Berestein – Calin – Sood 2014.) 
 
3.1 RNA-interferenssi ilmiönä 
 
Luonnollisessa ilmiössä sekä miRNA (micro RNA) että siRNA (small interfering RNA) 
muodostuvat solussa tuman sisällä ja vapautuvat tumahuokosten kautta solulimaan. So-
lulimassa näihin RNA-molekyyleihin sitoutuu dicer-entsyymi, ribonukleaasi III:n kaltainen 
Kuvio 2.  PRSS1:den suhteellinen mRNA ekspressiotaso eri kudoksissa. PRSS1 on 97 % 
 identtinen PRSS2-alueen kanssa. Kuvan vasemman puoleisessa sarakkeessa  on 
nähtävissä ekspressio normaaleissa kudoksissa. Seuraavassa suuremmassa sa-
rakkeessa voidaan nähdä vastaavat tasot syöpäkudoksissa. Kuvio on löydettä-
vissä IST Online databasesta hakusanalla PRSS1. (IST Online 2014.) 
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entsyymi, joka pilkkoo nämä RNA:t keskimäärin 20–25 emäsparin pituisiksi osasiksi, var-
sinaisiksi miRNA:ksi ja siRNA:ksi. (Gu 2007: 34–35.) Dicerin muokkaamat siRNA:t ovat 
soluissa kaksisäikeisenä RNA:na (double-stranded RNA; dsRNA), mutta miRNA:t esiin-
tyvät yksisäikeisessä muodossa (Saksela 2002: 2194). Solulimassa näihin pieniin RNA-
molekyyleihin sitoutuu multiproteiinikompleksi, jossa on mukana useita Argonaute-pro-
teiiniryhmän proteiineja ja lisäksi vielä monia muitakin proteiineja. Nämä kaikki yhdessä 
muodostavat kompleksin nimeltä RISC (RNA-induced silencing complex) (Pratt – Mac-
Rae 2009: 17897). miRNA tai siRNA kiinnittyy kompleksiin, siRNA:n juosteet eroavat 
toisistaan kompleksissa ja RISC aktivoituu. Tämän jälkeen kompleksi sekä sitoo 
miRNA:n ja siRNA:n kohde-mRNA:han (messenger RNA) että säätelee emäsparien koh-
dentamista vastinpareihin. (Gu 2007: 35.)  
 
Aktivoituneen RISC:n sisältämä miRNA tai siRNA siis pariutuu tietyn kohdegeenin 
mRNA:n kanssa. siRNA:n emäsjärjestys on useimmiten täysin identtinen kohdegeenin 
mRNA:han verrattuna. Yhdessä kompleksin kanssa siRNA ohjaa kohde mRNA:n katkai-
sun. miRNA:n emäsjärjestys on vain osittain vastaava kohdegeenin kanssa. Sillä on 
usein 1–2 kohdegeenin kanssa ei-komplementaarista nukleotidia.  Näin kompleksin 
kanssa kohdegeenin mRNA:han sitoutunut miRNA estää translaation ja molemmissa ta-
pauksissa geenin ilmentyminen estyy. (Saksela 2002: 2192–2194.) 
 
3.2 RNA-interferenssin löytyminen 
 
Aivan ensimmäiset havainnot yksittäisen geenin ”sammuttamisesta” tai ”tukahduttami-
sesta” tulevat siirtogeenisten kasvien puolelta. 1990-luvun alussa tutkijat pyrkivät lisää-
mään kukkien värikylläisyyttä. Tutkijat kopioivat kasveihin lisää sitä geeniä, joka vastasi 
tästä ominaisuudesta. Tutkijoiden yllätykseksi osa siirtogeenisistä kukista olikin valkoi-
sia. Tutkittaessa näitä kasveja huomattiin, että kasveissa, joihin oli pyritty lisäämään tätä 
tiettyä geeniä, kyseistä geeniä löytyikin vähemmän kuin lähtötilanteessa. (Gu 2007: 33) 
 
Varsinaisesta geenin hiljentämisestä voidaan puhua vuodesta 1998 alkaen, sillä silloin 
nimen RNAi otti käyttöön Andrew Fire. Laakamadoilla (Caenorhabditis elegans) oli tehty 
tieteellistä tutkimusta tutkitun geenin ilmentymisen estämiseksi. Tutkimusta oli tehty 
”sense” ja ”antisense” -RNA:lla. Fire ja Craig Mello tekivät yhdessä kokeen sense ja an-
tisense -säikeillä, ja tulos oli kymmenen tai jopa sata kertaa parempi. Fire pystyi osoitta-
maan, että huomattavasti paremmat koetulokset johtuivat pienestä määrästä dsRNA:ta, 
jota C. elegans -alkioihin ruiskutetut sense- ja antisense-RNA-preparaatit sisälsivät. 
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Vuonna 2006 Fire ja Mello saivat keksinnöstään Nobelin palkinnon. He olivat kyenneet 
kehittämään toimivat testimenetelmät ja esittämään kiistattomat todisteet RNAi:n kyvystä 
vaimentaa kohdegeenin ilmentyminen eliössä mRNA:n välityksellä. (Saksela 2002: 
2192; Gu 2007: 33). 
 
Aluksi RNAi:ta ei pidetty kovinkaan lupaavana menetelmänä nisäkässoluihin liittyvissä 
tutkimuksissa. Tiedossa oli, että esimerkiksi ihmissoluihin viety dsRNA saa aikaan ohjel-
moidun solukuoleman tai tilan, jossa interferonivälitteinen reaktio johtaa geeniekspres-
sion yleiseen lamaantumiseen. Mielenkiinto heräsi, kun huomattiin, että dicer-entsyy-
millä pilkottuja siRNA:n kaltaisia, synteettisesti valmistettuja siRNA-molekyylejä pystyttiin 
transfektoimaan ihmisen ja hiiren soluihin ilman, että interferonivaste käynnistyi. Vielä 
kiinnostavammaksi asian teki se, että soluihin siirretyt synteettiset siRNA:t aiheuttivat 
niille homologisen mRNA:n hajoamisen.  (Saksela 2002: 2194.) 
 
Tällä hetkellä RNAi:n kokeellinen hyödyntäminen mullistaa lääketieteellistä tutkimusta ja 
on avaamassa uusia mahdollisuuksia myös kliiniseen työhön. Erityisesti mielenkiinnon 
kohteena ovat erilaiset syöpäsairaudet ja eri virusten, kuten HI- ja HBV -virusten, aiheut-
tamat taudit. Lukuisia tutkimuksia on myös meneillään eri kudos- ja solutyyppeihin liitty-
vien geneettisten tautien tiimoilta. Tutkimustyötä tehdään esimerkiksi maksaan ja munu-
aisiin liittyvien geneettisten tautien parissa sekä hengitystiehyiden ja verisuonten endo-
teeli- ja epiteelisolujen sekä hematopoieettisten kantasolujen geneettisiin sairauksiin liit-
tyen. Taloudelliset seikat tukevat RNAi-tutkimuksia, sillä sitä pidetään erittäin kustannus-
tehokkaana hoitomuotovaihtoehtona. Tutkimusyhteisöissä uskotaan lujasti RNAi:n mah-
dollisuuksiin, ja siitä pidetään monoklonaalisten vasta-aineiden varteenotettavana haas-
tajana. (Haussecker 2014: 49.) 
 
3.3 RNA-interferenssi mekanismin hyödyntäminen syöpätutkimuksessa 
 
Tutkijat ja kliinikot UCLA:sta (University of California, Los Angeles) ja Caltech:sta (Cali-
fornia Institute of Technology) ovat pystyneet osoittamaan todisteet RNAi:n toimivuu-
desta kliinisessä käytössä. Tutkimuksissa suoraan potilaan verenkiertoon ruiskutetut, 
nanopartikkeleihin sidotut siRNA:t onnistuttiin kuljettamaan kasvainsoluihin ja vaimenta-
maan haluttu syöpägeeni. Samalla tutkimuksissa havaittiin annosvaste, eli mitä suu-
rempi määrä nanopartikkeleita potilaan verenkiertoon annosteltiin, sen enemmän si-




Suomalaiset yliopistotutkijat ovat yhteistyössä kehittämässä uudenlaista RNAi-pohjaista 
hoitomuotoa ihmisen yleisimpään aivosyöpään, glioblastoomaan. Tutkimustyötä johtaa 
Turun yliopiston professori, Jukka Westermarck. Helsingin yliopistosta hankkeessa mu-
kana ovat dosentti Pirjo Laakkosen ja Åbo Akademista dosentti Jessica Rosenholmin 
tutkimusryhmät. Kyseessä oleva syöpä on erittäin vakava sairaus, ja tällä hetkellä käy-
tettävissä olevilla lääkehoidoilla on kaksi suurta ongelmaa: glioblastoomasolut ovat re-
sistenttejä useimmille käytössä oleville syöpälääkkeille ja lääkemolekyylit eivät läpäise 
aivojen ympärillä olevaa veri-aivoestettä. Tutkimushankkeella on hyvät mahdollisuudet 
onnistua kehittämään merkittävä läpimurto syöpähoitoihin RNAi-pohjaisia menetelmiä 
hyödyntäen. Westermarckin tutkimusryhmä on kehittänyt uuden, RNAi-ilmiöön pohjau-
tuvan menetelmän, joka tuhoaa kaikkein vastustuskykyisimmätkin glioblastoomasolut, ja 
dosentti Pirjo Laakkosen tutkimusryhmä on keskittynyt lääkkeiden kuljettamiseen veri-
aivoesteen läpi erityisillä kuljetuspeptideillä. Dosentti Jessica Rosenholmin tutkimusryh-
män erityisalaa ovat lääke- ja RNAi-molekyylien kuljetus elimistössä käyttämällä ryhmän 
kehittämiä nanopartikkeleita. Tutkijoiden päämääränä on yhdistää keksinnöt lääkkeen-
omaiseksi tuotteeksi. (Turun yliopisto 2014.) 
 
RNAi:lla pyritään vaikuttamaan suoraan syöpäsoluihin molekyylitasolla. Tähän tavoittee-
seen päästään tuntemalla mekanismit, jotka edesauttavat syövän kehittymistä, kasvua 
ja metastasointia, ja löytämällä ne geenit, jotka ohjaavat näitä mekanismeja. Eri syöpä-
tyyppeihin liittyviä entsyymejä, soluväliaineen osatekijöitä ja solun pinnan reseptoreita ja 
näitä koodaavia geenejä tunnetaan jo lukuisia ja lisää löydetään jatkuvasti.  Päätavoit-
teena on saada syöpäsolujen solusykliä ja anti-apoptoosia koodaavat geenit hiljennet-
tyä, jolloin estetään syövän kasvu ja tuhotaan syöpäsolut ilman, että normaalit solut kär-
sivät. (Debata – Debata – Panda 2014.) 
 
4 Tutkimuksen lähtökohdat 
 
Syöpätutkimusta tehdään tänä päivänä paljon, ja kansainvälistä yhteistyötä on runsaasti. 
Syöpätutkimus on yleensä yhdistelmä perus-, translationaalista- ja kliinistä tutkimusta, 
joista suurin osa tehdään  biokemian, molekyyli- ja syöpäbiologian sekä uusien hoitome-




Tuoreimpien tutkimusartikkeleiden perusteella, tämän hetken keskeisimpiin syövän tut-
kimusalueisiin voidaan lukea kuuluvaksi onkogeenien toiminnan inhibointi, uusien syö-
pämerkkiaineiden löytäminen, kasvaimen veri- ja lymfasuonten uudismuodostuksen es-
täminen, syöpäsolun ohjaaminen luonnolliseen solukuolemaan (apoptoosi), solujen (ter-
veiden ja sairaiden) liikkuvuuden tarkastelu sekä etäpesäkkeiden syntyminen, ”syövän 
kantasolujen” tutkiminen ja solun omien DNA:n korjausmekanismien hyödyntäminen 
syövän hoidossa. Myös jatkuvasti kehittyvät tutkimusmenetelmät mahdollistavat uusien 
kohteiden tutkimisen syöpäsairauksien syntymisen ja etenemisen pysäyttämiseksi. 
 
4.1 Työn tarkoitus ja työelämäyhteys 
 
Opinnäytetyö tehtiin Hannu Koistisen tutkimusryhmälle, Kliinisen kemian laitokselle, 
Haartman-instituuttiin. Opinnäytetyön koeasetelmasta vastasi vanhempana tutkijana 
Koistisen ryhmässä toimiva Kati Räsänen. Työ sijoittui suuremman tutkimuksen konteks-
tissa vaiheeseen, jossa RNAi-menetelmälle pyrittiin löytämään optimaaliset olosuhteet 
trypsiini 2 -proteaasia koodaavan PRSS2-geenialueen ekspression vaimentamiseksi. 
Työn tavoitteena oli estää trypsiini 2 -proteaasin syntymistä ja, suuremmassa mittakaa-
vassa tarkasteltuna, sitä kautta ehkäistä syövän leviämistä inhiboimalla syöpäsolujen 
liikkuvuutta. Primaaritavoitteena ja tutkimusryhmän päämääränä on saada tuloksia, joi-
den pohjalta voidaan tulevaisuudessa kehitellä uusia lääkeaineita ja hoidollisia menetel-
miä eturauhassyövän hoitamiseen. (Räsänen 2014). Tutkimuskokonaisuudessa voidaan 
ajatella esitettävän seuraavat kysymykset, joihin tällä opinnäytetyöllä ei suoraan pyritä 
vastaamaan: Onko menetelmä jalostettavissa hoidolliseen tarkoitukseen, ja kuinka hyvin 
se hoidollisena menetelmänä estäisi syövän kehittymistä ja syöpäsolujen leviämistä? 
 
Opinnäytetyössä pyrittiin vastaamaan seuraaviin tutkimuskysymyksiin: Saadaanko 
PRSS2-geenialuetta vaimennettua tutkimukseen valituilla oligonukleotideilla, ja kuinka 
hyvin trypsiini 2 -proteaasin tuottumista onnistutaan vähentämään tällä menetelmällä? 
Onko tutkimukselle löydettävissä optimaaliset olosuhteet, ja saadaanko mahdollinen 
knockdown kohdistettua spesifisesti vain PRSS2-geenialueelle vai tapahtuuko vaimen-








Tutkimus tehtiin kolmella eturauhassyöpäsolulinjalla ja useampia solu- ja molekyylibio-
logisia menetelmiä hyödyntäen. Eri menetelmillä saatujen tulosten toivottiin tukevan toi-
siaan ja vahvistavan kullakin mittauksella saatujen tulosten luotettavuutta. Opinnäytetyö 
sisältää myös tutkimukseen valittujen syöpäsolulinjojen karakterisointia seuraamalla so-
lujen migraatiota ja invaasiota matrigeeli-kasvatuksessa. 
 
Tutkimuksen keskeisenä menetelmänä käytettiin RNA-interferenssi-ilmiötä. Syöpäsolu-
linjat PC-3, PC-3M ja ALVA-31 viljeltiin kuusikuoppalevyille, jossa niille kasvualustaansa 
kiinnittymisen jälkeen suoritettiin siRNA-transfektio kolmella eri PRSS2-geenialueen oli-
gonukleotidisekvenssillä. Seitsemänkymmenenkahden tunnin transfektion jälkeen so-
luista eristettiin niiden RNA:t, jotka käännettiin käänteiskopioijaentsyymin (RT, reverse 
transcripatse) avulla komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). cDNA-synteesin jälkeen ha-
luttuja geenituotteita monistettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:llä (qRT-PCR) tu-
loksen saattamiseksi määrälliseen muotoon. qRT-PCR:ssä käytettiin kolmen eri geeni-
alueen (PRSS1, PRSS2, PRSS3) lisäksi GAPDH ja HPRT1 referenssigeenejä tuloksen 
normalisointiin. Toivottavaa oli, että qRT-PCR-monistuksella saaduissa tuloksissa olisi 
havaittavissa mRNA:n määrän vähenemistä PRSS2-aluetta kohdentavien alukkeiden 
näytteissä. Tulokset taulukoitiin luettavaan muotoon Excel-taulukkolaskentaohjelmalla. 
Tutkimuksen kokeellinen osuus toistettiin kolme kertaa GAPDH-referenssigeenillä, ja 
RNA-eristyksen jo läpi käyneistä ja pakastetuista näytteistä tehtiin vielä uusi cDNA-tran-
skriptio ja qRT-PCR-monistus eri referenssigeeniä (HPRT1) normalisointiin käyttäen. 
 
Edellä esitettyä määritystä tukemaan tehtiin tutkimusryhmän toimesta transfektion läpi-
käyneille ja solujen pinnalta ennen RNA-eristystä kerätyille kasvatusmedioille immuno-
fluorometrinen määritys (IFMA) (Perkin Elmer Wallac™ Victor 2 Model 1420 Multilabel 
HTS Counter). IFMA:lla mitattiin näytteissä olevan liukoisen TAT-2-proteiinin määrää, 
jonka niin ikään toivottiin vähentyneen PRSS2 siRNA:n seurauksena. Opinnäytetyössä 
ei tarkastella immunofluorometriaa, tai sillä tehdyistä mittauksista saatuja lukuarvoja sen 
tarkemmin, vaikka pohdinta osuudessa näitä tuloksia peilataan suuntaa-antavasti qRT-







Käytetyt menetelmät olivat siRNA-transfektiota lukuun ottamatta molekyyligenetiikassa 
hyvin yleisesti käytössä olevia ja perinteisiä työtapoja. Käytettyjä menetelmiä olivat so-




Soluviljelyssä solut kasvatetaan keinotekoisissa olosuhteissa erillään solujen alkuperäi-
sestä kudoksesta, josta ne on eristetty. Soluille luodaan luonnollisen kaltaiset olosuhteet, 
joita optimoimalla solut saadaan kasvamaan parhaalla mahdollisella tavalla. Työskente-
lyn täytyy olla ehdottoman aseptista ja työtilojen erityispuhtaat, jotta vältytään ulkopuoli-
selta kontaminaatiolta. Soluja voidaan kasvattaa erilaisissa kasvatusalustoissa, kuten 
petrimaljoilla, viljelypulloissa tai kuoppalevyillä. Solut vaativat kasvaakseen oikeanlaisen 
elatusaineen, joka voi olla joko suspensio tai kiinteää materiaalia. Elatusaineen tulee olla 
tarkasti säädelty ravintoaineiden sekä pH-arvon suhteen. Soluja kasvatetaan hiilidioksi-
dilämpökaapissa (5 % CO2, +37 C°). (Turpeenoja 2005: 186–187.) 
 
5.2 siRNA transfektio 
 
siRNA:t ovat 21–25 nukleotidin pituisia RNA-molekyylejä, jotka säätelevät mRNA:n toi-
mintaa, ja niiden transfektiolla pyritään hiljentämään tietyn geenin ilmeneminen. si-RNA 
transfektiossa hyödynnetään solujen luonnollista keinoa, endosytoosia, ottaa aktiivisesti 
materiaalia solun sisään. Tutkimustyössä käytössä olevat transfektiomenetelmät voi-
daan luokitella kahteen pääryhmään: virusmenetelmiin ja kemiallisiin menetelmiin. Virus-
menetelmillä saavutetaan hyvä transfektiotaso, mutta virusten haasteellinen, kallis ja ai-
kaa vievä käsittely on vähentänyt niiden käyttöä tutkimusyhteisöissä. Kemiallisissa me-
netelmissä perustavoite on saada soluun vietävän partikkelin negatiivinen varaus neut-
raloitua tai muutettua hieman positiiviseksi, sillä solukalvojen varaus on negatiivinen. 
Näin onnistutaan luomaan mahdollisuudet vieraan partikkelin endosytoosille. (Pietilä 
2012: 16–17.) 
 
Kaupallisia transfektioreagensseja on jo useampia, mutta monien niiden ongelmana on 
sytotoksisuus, eli ne ovat myrkyllisiä useille soluille ja aiheuttavat näin soluvaurioita tai 
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jopa solukuolemaa. Tällä hetkellä käytetyin transfektiomenetelmä perustuu liposomaali-
seen transfektioon, jossa siRNA molekyylit kuljetetaan soluihin liposomien avulla. Mene-
telmä toimii myös useimmiten niille soluille, jotka ovat liian herkkiä muille vastaaville rea-
gensseille. Liposomit on rasvamaisista kaksikerroksisista lipidimolekyyleistä muodostu-
via partikkeleita, jotka voidaan varata positiivisesti. Positiivisesti varautuneet liposomit 
sitoutuvat negatiivisesti varautuneisiin siRNA molekyyleihin, ja yhdistelmän varaus säilyy 
positiivisena. Kompleksi pystyy sitoutumaan negatiivisesti varautuneeseen solukalvoon, 
ja endosytoosin jälkeen siRNA vapautuu solulimaan. (Pietilä 2012: 17–18.)  
 
Menetelmänä voidaan käyttää joko suoraa transfektiota (forward transfection) tai kään-
teistä reaktiota (reverse transfection). Suorassa transfektiossa solut ovat viljeltynä kuop-
palevyllä ennen transfektioreagenssien lisäystä ja käänteisessä päinvastoin. Käänteinen 
transfektio on laajemmin käytetty sen automatisointi mahdollisuuksien vuoksi. (Flexible 
RNAi Technologies 2010.) 
 
5.3 RNA:n eristys ja puhdistus 
 
Molekyylibiologiset tutkimukset edellyttävät nukleiinihappojen (DNA ja RNA) eristämistä 
ja puhdistamista. Menetelmiä on useita, ja menetelmä määräytyy useimmiten tutkimuk-
sellisista syistä, kuten nukleiinihappojen alkuperästä ja tutkimukseen tarvittavasta nukle-
iinihappomäärästä. Menetelmät vaativat monta työvaihetta, ja tarjolla on paljon erilaisia 
kaupallisia reagenssisarjoja ja tuotepakkauksia, jotka sisältävät tarvittavat reagenssit ja 
välineet työn toteuttamiseen. On myös kehitetty automatisoituja tehomenetelmiä, jotka 
perustuvat silikakalvo- ja magneettipartikkelitekniikoihin. (Suominen – Pärssinen – Haa-
janen – Pelkonen 2010: 103–108.) 
 
RNA:n puhdistamisen yhteydessä on tärkeää huomioida RNA:n herkkä hajoaminen. Esi-
merkiksi mRNA:n elinikä elävissä soluissa on vain muutamia minuutteja. Solujen ribo-
nukleaasientsyymit eli RNaasit pilkkovat eristettävää RNA:ta.  RNaasien inhiboiminen 
on välttämätöntä, jotta täysipitkiä ehjiä RNA-molekyylejä saataisiin säilymään. Nykyiset 
kaupalliset tuotepaketit sisältävät tehokkaita ja turvallisia RNaasi-inhibiittoreita. (Suomi-
nen ym. 2010: 108.) 
 
RNA eristys alkaa solujen mekaanisella hajottamisella, ja mukana ovat myös kemialliset 
ja entsymaattiset tekijät, eli jo solujen hajottamisen yhteydessä nukleiinihappoja pilkko-
vat nukleaasit inaktivoidaan. Tämän jälkeen poistetaan ylimääräiset proteiinit sekä DNA, 
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ja jäljelle jää valikoituneesti saostunut RNA. RNA:n puhdistukseen tarjolla olevat manu-
aaliset kaupalliset menetelmät ovat useimmiten spin-kolonni, vakuumi-imu- ja kuoppale-
vymenetelmiä. (Suominen ym. 2010: 109–110.) 
 
5.4 RNA:n puhtauden ja pitoisuuden arviointi 
 
RNA:n puhtaus- ja pitoisuusmittausten menetelmänä käytetään yleisimmin spektrofoto-
metriaa. Pienoisspektrofotometrilla voidaan pienestä näytemäärästä (1–50 µl) yhdellä 
mittauksella saada arvio näytteen ribonukleiinihapon (RNA:n) puhtaudesta sekä pitoi-
suudesta. Menetelmä perustuu RNA:n nukleotidien absorptioon aallonpituudella 260 nm. 
Puhtaan RNA-liuoksen absorptio 1,0 aallonpituudessa 260 nanometriä vastaa RNA-pi-
toisuutta 40 µg/ml. RNA:n nukleiinihapot absorboivat DNA:ta voimakkaammin aallonpi-
tuudella 260 nm, joten niiden absorbanssisuhde on näin ollen DNA:ta korkeampi. Puh-
taan RNA:n suhdeluku on noin 2 (A260nm/A280nm=2). Sekundaarisessa puhtausmittauk-
sessa aallonpituuksilla 260/230 tuloksen tulisi olla välillä 1,8-2,2. Proteiinien absorp-
tiomaksimi on noin 280 nm:ssä, joten niiden läsnäolo pienentää absorbanssin suhdelu-
kua. Myös fenolijäämät saattavat laskea lukuarvoja. Näin ollen ohjearvoja alemmat suh-
delukuarvot viittaavat yleensä proteiinijäämiin tai muihin kontaminaation lähteisiin. Va-
paat nukleotidit ja oligonukleotidiketjut voivat puolestaan nostaa suhdeluvun virheellisen 
korkeaksi. (Suominen ym. 2010: 110–111). 
 
5.5 RNA:n kääntäminen komplementaariseksi DNA:ksi 
 
Komplementaarinen DNA (cDNA) on mRNA:sta käännetty DNA-kopio, joka edustaa 
näytteen ekspressoimia geenejä transkription hetkellä. mRNA on käännettävä cDNA:ksi 
RT (reverse transcriptase) -entsyymin avulla, jotta se on monistettavissa PCR-menetel-
mällä. Synteesillä tuotettu cDNA on täysin komplementaarinen näytteen mRNA:n 
nukleotidisekvensseille, ja se ei sisällä lainkaan intronijaksoja. (Klug ym. 2011: 552; Suo-
minen ym. 2010: 151–152) 
 
cDNA transkriptio käynnistyy, kun useilla eukaryoottisoluilla olevaan, pituudeltaan vaih-
televaan, poly-A-jaksoon kiinnittyy käänteiskopioijaentsyymin alukkeena toimivat dNTP-
nukleotidit. Entsyymi käyttää mRNA:ta templaattina syntetisoidessaan komplementaari-
sen DNA-juosteen, muodostaen näin mRNA:sta ja siitä kopioidusta yksijuosteisesta 
DNA:sta kaksijuosteisen nauhan. Nauhan mRNA pilkotaan RNaasi H -entsyymillä, joka 
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synnyttää aukkoja RNA-juosteeseen. Jäljellä olevat RNA:n 3’-päät toimivat seuraavien 
juosteiden alukkeina. DNA-polymeraasientsyymi I poistaa jäljelle jääneet RNA-juosteen 
osat syntetisoiden samalla ensimmäiselle cDNA-juosteelle uuden vastinparin. Tuloksena 
saadaan kaksijuosteinen cDNA-nauha. (Klug ym. 2011: 552–553; Suominen ym. 2010: 
151–152.) 
 
5.6 Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR 
 
Kvantitatiivisella reaaliaikaisella käänteistranskriptio-polymeraasiketjureaktiolla (qRT-
PCR) voidaan tehokkaasti tutkia tiettyjen geenien ilmentymistä hyvinkin pienistä mRNA 
määristä. RT-PCR-reaktioiden mallina toimii RNA, joka on ennen PCR-reaktioita kään-
nettävä cDNA-muotoon. Menetelmä pitää sisällään kaksi vaihetta: käänteistranskription 
(RT-reaktio) sekä PCR-monistuksen. Työvaiheet voidaan tehdä joko kahdessa erilli-
sessä osassa, kuten tässä opinnäytetyössä, tai ns. yksiputkimenetelmänä yhdessä re-
aktiossa. (Suominen ym. 2010: 170.)  
 
Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (quantitative real-time PCR) kehitettiin 1990-luvun 
alussa, ja se on menetelmänä perinteistä PCR:ää huomattavasti herkempi ja nopeampi. 
Siinä tuotteen monistuminen ja määritys tapahtuvat samanaikaisesti, jolloin syntyvän 
tuotteen määrää voidaan seurata koko ajan reaktion edetessä, reaaliajassa. qRT-PCR -
reaktiossa on mukana fluoresoiva väri, jonka lähettämää signaalia mitataan reaktion ai-
kana. Fluoresenssi mitataan jokaisen ekstensiovaiheen jälkeen sykleittäin. Signaalin 
vahvuus on suoraan verrannollinen kertyvän PCR-tuotteen pitoisuuteen. (Suominen ym. 
2010: 166–167; Knuutila 2012: 1188.)  
 
Reaaliaikainen PCR toimii monistusreaktion osalta kuten perinteinenkin PCR. Reak-
tiossa toistetaan kolmea päävaihetta, jotka yhdessä muodostavat PCR-syklin. Syklin vai-
heet ovat denaturointi, alukkeiden kiinnitys (annealing) ja pidennysreaktio. PCR-syklissä 
kopioinnin kohteena oleva DNA denaturoidaan korkean lämpötilan avulla yksijuostei-
seen muotoon (denaturation, 94–98 °C). Syntyneestä säikeestä rajataan monistettava 
alue sen vastakkaisista päistä tähän tarkoitukseen huolellisesti suunnitelluilla alukkeilla, 
jotka ovat synteettisesti valmistettuja lyhyitä nukleiinihapposäikeitä (annealing, 45–
72 °C). DNA-polymeraasientsyymin avulla rakennetaan alukkeiden välille uusi juoste 
dNTP-nukleotideistä 5’–3’ suuntaan, käyttäen denaturaatiossa syntynyttä yksisäikeistä 
DNA:ta mallijuosteena (elongation, extension, 72 °C). Yhden syklin replikaation jälkeen 
DNA:n määrä on kaksinkertaistunut. Jokainen sykli kaksinkertaistaa DNA määrän, jolloin 
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kopioitavan alueen määrä kasvaa eksponentiaalisesti kierros kierrokselta. Syklejä tois-
tetaan noin 15–40 kertaa. Ohjelman loppuvaiheessa tehdään yleensä loppupidennys, 
jonka tarkoituksena on saattaa kaikki työn alla olevat monistustuotteet saman mittaisiksi 
ennen ohjelman päättymistä. (Suominen ym. 2010: 153–157; Klug ym. 2011: 554–557; 
Knuutila 2012: 1185.) 
 
Lopputuotteen havaitsemiseen qRT-PCR:ssä on käytössä kaksi menetelmää: hydro-
lysoituvaan DNA-koettimeen perustuva TaqMan -menetelmä ja kaksijuosteiseen 
DNA:han sitoutuvan väriaineen (SYBR Green) käyttäminen. Opinnäytetyössä käytettiin 
SYBR Green -väriainetta, joten tässä yhteydessä käsitellään ainoastaan sen toimintape-
riaate. SYBR Green sitoutuu alukkeiden kiinnittymisvaiheessa kaksijuosteiseen 
DNA:han. Sitoutuminen saa värin fluoresoimaan voimakkaammin, jolloin värin tuottaman 
signaalin määrä on suoraan verrannollinen monistustuotteen määrään. Sitoutumatto-
mana väri ei juurikaan fluoresoi. Heikkoutena menetelmässä on, että SYBR Green -vä-
riaine sitoutuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han. Näin ollen huonosti suunnitellut ja 
toisilleen komplementaariset alukkeet saattavat sitoutua toisiinsa muodostaen ns. pri-
mer-dimereita, jolloin SYBR-väri sitoutuu myös niihin vääristäen lopputulosta. (Suomi-
nen ym. 2010: 167; Klug ym. 2011: 559.) 
 
Kvantitatiiviseen reaaliaikaiseen PCR-reaktioon käytetään usein valmiita tuotepakkauk-
sia, joissa valmiiseen mastermix-liuokseen lisätään ainoastaan monistettavalle alueelle 
suunnitellut alukkeet (forward ja reverse), steriili vesi ja templaatti (cDNA). Mastermix 
itsessään pitää sisällään kaikki muut reaktioon tarvittavat komponentit. (Suominen ym. 
2010: 170.) 
 
Reaaliaikaisen PCR -monistuksen päätyttyä raakadatalle määritellään tietty kynnystaso 
(threshold line), jossa monistustuotteen fluoresenssi erottuu taustakohinasta ja eks-
ponentiaalinen kasvuvaihe alkaa.  
 
6 Työn toteutus 
 
Opinnäytetyön kokeelliset osuudet toteutettiin kolmella valmiiksi eristetyllä eturauhas-
syöpäsolulinjalla PC-3, PC-3M ja ALVA-31. Solut olivat työn alkaessa jo useampaan 




PC-3 (ATCC® CRL-1435™) eturauhassyöpäsolulinja oli hankittu ATCC:ltä (American Type 
Culture Collection), joka on yksityinen solupankki ja tutkimusorganisaatio. PC-3 solulinja 
on luokan IV eturauhasadenokarsinooma, joka on peräisin 62-vuotiaan valkoihoisen 
miehen eturauhasen lähettämästä luumetastaasista. PC-3-linjan solut ovat kooltaan kes-
kisuuria ja muodoltaan monikulmaisia. Ne muodostavat keskenään rypälemäisiä kas-
vustoja (kts. kuvio 3). Joissakin soluissa voidaan nähdä lipidi-inkluusioita. Solujen 
nukleolit ovat runsaita ja rakeisia. (ATCC 2014.)  
 
PC-3M ja ALVA-31 eturauhassyöpäsolulin-
jat oli saatu Teknologian tutkimuskeskuk-
selta (VTT) lahjoituksena. Molemmat linjat 
on johdettu PC-3 soluista. PC-3M linja on 
eristetty maksan etäpesäkkeestä, joka 
muodostui, kun PC-3 soluja injektoitiin hii-
ren pernaan (Kozlowski – Fidler – Campbell 
– Xu – Kaighn – Hart 1984). ALVA-31 solu-
linja on PC-3 soluista eriytynyt klooni (Va-
rella-Garcia, M – Boomer, T – Miller, G.J. 
2001). Nämä solulinjat ovat huomattavasti 
PC-3-linjan soluja aggressiivisempia sekä kasvultaan että invasiivisuudeltaan. PC-3 ja 
PC-3M linjojen solut ovat hyvin samankaltaisia. ALVA-31 linjassa on nähtävissä sekä 
epiteeli- että mesenkymaalisia, bipolaarisia soluja. PC-3M ja ALVA-31 linjojen solumor-
fologiaa esillä kuvioissa 4 b. (PC-3M) ja 4 c. (ALVA-31). Kuvat on otettu Leica EC3 digital 
color -mikroskooppikameralla. 
 
Kuvio 4.  Eturauhassyöpäsolulinjoille PC-3M (kuvio b.) ja ALVA-31 (kuvio c.) tyypillistä 
solumorfologiaa. 
 
Kuvio 3.  Eturauhassyöpäsolulinja PC-




6.1 PRSS2-geenialueen ekspression vaimentaminen RNAi-menetelmällä 
 
Edellisessä kappaleessa esiteltyjä solulinjoja (PC-3, PC-3M ja ALVA-31) kasvatettiin so-
luviljelypulloissa (+37°C, CO2 5 %) noin 72 tuntia ennen seuraavien työvaiheiden aloit-
tamista. Solujen kasvua seurattiin stereomikroskoopilla viljelyn aikana. PC-3 solulinjan 
kasvatuksessa käytettiin GIBCO® F-12 Nutrient Mix GlutaMAX™ -mediaa (Life Techno-
logies) ja PC-3M ja ALVA-31 -linjoille RPMI 1640 -mediaa (Lonza BioWhittaker™). Kas-
vatusliuoksiin lisättiin ennen niiden käyttöönottoa 10 % FBS (fetal bovine serum) -liuosta 
sekä 1 % Penisilliini-Streptomysiiniä (Pen Strep). RPMI 1640 -mediaan lisättiin myös 1 
% L-Glutamiinia, mikä F-12 -mediassa oli jo valmiiksi mukana (GlutaMax).  Liuoslisäyk-
set perustuvat siihen, että seerumin sisältämät kasvutekijät, kuten mineraalit ja amino-
hapot, tarjoavat soluille tarvittavat ravinteet edistäen solujen jakautumista. Pen Strep -
liuosta lisättiin estämään bakteerikasvua soluviljelyn aikana. L-glutamiinia solut tarvitse-
vat proteiinisynteesissä ja sen tehtävä on niin ikään nopeuttaa solujen jakautumista. 
 
Soluviljelylle oli varattu omat puhdastilat, joissa työskentely tapahtui suojavaatteissa. 
Työskentelytilaa edelsi välitila, jossa pukeutuminen tapahtui ja jossa oli myös varastotilat 
soluviljelyhuoneessa tarvittaville reagensseille ja välineille. Viljelyhuone oli ilmastoitu oh-
jeistuksen mukaisesti, ja kaikki työskentely tapahtui laminaarikaapissa kertakäyttöisiä 
suojakäsineitä käyttäen. Kaappi ja välineet puhdistettiin ennen ja jälkeen viljelyn 70 % 
etanoliliuoksella. 
 
Noin kolmen vuorokauden kasvatuksen jälkeen, solujen saavutettua eksponentiaalisen 
kasvun vaiheen, ja jossa ne olivat käyttäneet noin 90 % kasvutilastaan peittäen viljely-
pullon pohjaa yksikerroksisena solukkona, työtä jatkettiin eteenpäin. Solupullosta pipe-
toitiin kasvatusmedia pois ja solukko huuhdeltiin 2 ml trypsiiniliuoksella, joka pipetoitiin 
välittömästi pois. Pulloon lisättiin uudet 2 ml trypsiiniliuosta ja pulloa inkuboitiin lämpö-
kaapissa +37 °C:ssa 2-5 minuuttia, jolloin solut irtosivat pullon pohjalta. Solujen irrottua, 
pulloon lisättiin 8 ml uutta kasvatusmediaa trypsiinin inaktivoimiseksi. Tämän jälkeen 
saadusta 10 ml kokonaistilavuudesta pipetoitiin 10 µl suspensiota Bürker-laskentaa var-
ten. Saadusta solumäärästä tehtiin laskutoimitukset, joilla selvitettiin siRNA transfektioon 
tuleva solumäärä sekä jatkoviljelyä varten uuteen pulloon tuleva suspensiotilavuus ja 
solumäärä. siRNA transfektiota varten solususpensiota pipetoitiin 6-kuoppalevylle 





siRNA transfektio tehtiin 6-kuoppalevyllä, Lipofectamine® 2000 Transfection -reagens-
silla. Transfektiossa käytetyt oligonukleotidit olivat FlexiTube GeneSolution GS5645 for 
PRSS2 -tuotepakkauksen oligot si1, si2 ja si6. Käytettyjen siRNA-oligonukleotidien  stok-
kikonsentraatio oli 10µM. Tarvittavat reagenssit (Lipofectamine 2000 ja Opti-MEM -me-
dia) sekä oligonukleotidit pipetoitiin aluksi 1,5 ml Eppendorf -putkiin. Pipetointimäärät 
löytyvät liitteestä 1. Kuopat sekä mikroputket merkittiin seuraavasti:  
 
    
C  N  2   
M  1  3    x6 
                  
  
 
Mock-kontrollilla testattiin transfektioreagenssin vaikutuksia soluille. Esimerkiksi rea-
genssin mahdollinen toksisuus on havaittavissa mock-kontrollin avulla. Negatiivisella 
kontrollilla ei ole homologiaa minkään tunnetun nisäkkään geenin kanssa, mutta sen 
partikkelit aktivoivat RISC-kompleksin. Oligonukleotidit si1, si2 ja si6 valittiin niiden spe-
sifisyyden perusteella kohdegeeniin nähden.   
 
Kun media, Lipofectamine ja oligonukleotidit olivat inkuboituneet mikroputkissa vaaditun 
ajan, 6-kuoppalevyltä pipetoitiin vanha kasvatusmedia pois ja se korvattiin uudella me-
dialla (1,5 ml), jonka jälkeen mikroputkisuspensiot (0,5 ml) pipetoitiin tipoittain kuoppale-
vylle solukerroksen päälle. Käytettyjen siRNA-oligonukleotidien lopullinen konsentraatio 
solujen päälle pipetoidussa liuoksessa oli 25nM. Kuoppalevyä inkuboitiin lämpökaapissa 
(+37°C, CO2 5 %) 6 tuntia, jonka jälkeen kuoppalevyllä olleet suspensiot ja mediat pipe-
toitiin pois, ja ne korvattiin uudella kasvatusmedialla (2 ml/kuoppa). Tämän jälkeen kuop-
palevyjen annettiin olla lämpökaapissa (+37°C, CO2 5 %) 72 tuntia. Käytetty menetelmä 
oli suora transfektio. 
 
RNA:n eristys ja puhdistus tehtiin, kun transfektoituneet solut olivat olleet lämpökaapissa 
kolmen vuorokauden ajan. Eristys tehtiin kaupallisella MACHEREY-NAGEL NucleoS-
pin® RNA -tuotepaketilla, paketin ohjeiden mukaisesti (liite 2). Ennen eristämisen aloi-
tusta kuoppalevyiltä pipetoitiin 1 ml/kuoppa kasvatusmediaa Eppendorf-putkiin IFMA-
määritystä varten.   
C = nollakontrolli (vain mediaa)  
M = Mock-kontrolli (media + Lipofectamine reagenssi) 
N = negatiivinen kontrolli (media + Lipof. + neg.kontrolli) 
1 = siRNA1 (media + Lipof. +oligonukleotidi 1) 
2 = siRNA2 (media + Lipof. +oligonukleotidi 2) 




RNA eristyksen alussa solut hajotettiin guanidiinitiosyanaatti liuoksessa, johon oli lisätty 
β-merkaptoetanolia, ja irrotettiin soluraaputtajalla kaapimalla. Liuos saa aikaan solujen 
hajoamisen ja inaktivoi RNaasit välittömästi. Eristys ja puhdistus tehtiin NucleoSpin® 
Filter -kolonneilla tuotepakettien ohjeiden mukaisesti, pakkauksen reagensseja käyttäen. 
Eristyksessä RNA:n sitoutumista suosivaan silikakalvoon tarttuu myös kontaminoivia 
DNA molekyylejä, jotka huuhdeltiin pois tuotepaketin rDNaasilla, ja puhdas RNA eluoitiin 
RNaasi-vapaalla vedellä Eppendorf-putkiin. Lopputilavuus Eppendorf-putkissa oli 40 
µl/putki. Puhdistuksen jälkeen putkia säilytettiin -80 °C seuraavaan työvaiheeseen asti.  
 
Ennen cDNA-synteesiä eristetyn RNA:n konsentraatio mitattiin NanoDrop ND 
1000 -spektrofotometrilla, jossa nukleiinihappojen näytetyypiksi valittiin RNA-40. Totaali 
RNA-konsentraatio ja puhtausaste mitattiin 1 µl:sta näytettä. Saaduista lukuarvoista tar-
kastettiin RNA-pitoisuuden (ng/µl) lisäksi puhtautta indikoivien aallonpituuksien 260/280 
ja 260/230 tulokset. Mittauksessa saatujen arvojen perusteella laskettiin cDNA-syntee-
siin pipetoitavan RNA:n ja RNaasi vapaan veden määrät.  
 
RNA:n syntetisointiin cDNA:ksi käytettiin SensiFAST™ cDNA Synthesis -tuotepakkausta 
(Bioline). RNA:ta käännettiin 1 µg. Työ suoritettiin jäähauteessa pakkauksen työohjeita 
ja pipetointimääriä noudattaen, kokonaisvolyymilla 20 µl. Synteesiin käytettiin MJ Re-
search PTC 200 Thermal Cycler PCR -laitetta, joka ohjelmoitiin niin ikään tuotepakkauk-
sen ohjetta noudattaen. Tuotepakkauksesta löytyvät työohjeet esitettynä liitteessä 3. 
 
Geenien ekspression määrää, eli RNAi-tekniikalla haettua PRSS2-geenialueen vaimen-
tumista, mitattiin qRT-PCR:llä. qRT-PCR-monistukseen käytettiin SensiFAST SYBR Lo-
ROX -tuotepakkausta (Bioline), joka oli yhteensopiva cDNA-synteesiin käytetyn tuote-
pakkauksen sekä PCR-monistukseen käytetyn ABI 7500 Fast (Applied Biosystems 7500 
Fast Real-Time PCR System) -laitteen kanssa. Monistuksessa alukkeina toimineet oli-
gonukleotidisekvenssit olivat spesifiset PRSS1, PRSS2, PRSS3 -geeneille. Tuloksen 
normalisointiin käytetyt ns. housekeeping-geenit olivat GAPDH ja HPRT1. Alukkeiden 








Taulukko 2. qRT-PCR:ssä käytettyjen oligonukleotidien sekvenssit (F=forward, R=reverse). 
 
Alukkeen nimi No. Bases: Emäsjärjestys 5’ – 3’ 
GAPDH F long 19 GAG TCC ACT GGC GTC TTC A 
GAPDH R long 19 GGG GTG CTA AGC AGT TGG T 
PRSS1 F 22 CCA CCC CCA ATA CGA CAG GAA G 
PRSS1 R 17 GCG CCA GAG CTC GCA GT 
PRSS2 F 17 CCA AAT ACA ACA GCC GG 
PRSS2 R 20 AGT CGG CAC CAG AAC TCA GA 
PRSS3 F 20 ACC CTA AAT ACA ACA GGG AC 
PRSS3 R 18 AGC ACC AAA GCT CAG AGT 
HPRT1 F 21 CCT GGC GTC GTG ATT AGT GAT 
HPRT1 R 22 AGA CGT TCA GTC CTG TCC ATA A 
 
Monistus suoritettiin kokonaistilavuudessa 20 µl. Oligonukleotidisekvenssi-stokeista, joi-
den lähtöpitoisuus oli 100 μM, laimennettiin alukkeiden käyttöliuokset (pitoisuuksiltaan 
1,2 µM). Kokonaisvolyymissä 20 µl alukkeiden pitoisuudet olivat 60 nM per aluke. Pipe-
toinnit suoritettiin jäähauteessa pakkauksen työohjeita noudattaen (liite 4). Alukkeet (1 
µl reverse / 1 µl forward) pipetoitiin yhteen veden (6 µl) ja valmiin mastermix-liuoksen (10 
µl) kanssa. 96-kuoppalevylle (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Bar-
code, 0.1 mL) pipetoidussa kokonaisvolyymissa templaatin (cDNA) määrä oli 2 µl eli 100 
ng, ja jokaiselle eri alukeparille valmistettujen mastermix-aluke-vesi -seosten määrä oli 
18 µl.  Jokaista targetoitavaa aluetta kohden tehtiin myös kontrollikuopat, joihin cDNA:n 
tilalle pipetoitiin steriili vesi (2 µl). Pipetointien jälkeen reaktiokuopat suljettiin muovilla ja 
kuoppalevy sentrifugoitiin levysentrifuugilla (900 rpm/1 min.) ennen sen asettamista 
qRT-PCR -laitteeseen.  
 
ABI 7500 Fast PCR -laitteeseen 
määritettiin monistusohjelma 
työohjeita noudattaen (liite 4). 
Ohjelmoidut ajat ja kierrosmää-
rät ovat nähtävissä kuviossa 5. 
Monistustulosten keräys (data 
collection) tehtiin jokaisen eks-
tensiovaiheen (60°C / 30s)  jäl-
keen sykleittäin.  Ohjelman pää-






tyttyä negatiivisten vesikontrollien tulos tarkastettiin ja saaduille kuvaajille määritettiin 
kynnystaso ja kynnyssykli ennen tulosten analysointia.  
 
6.2 3D-kasvatus matrigeelille 
 
Solulinjoista tehtiin 3D-soluviljelmät hiiressä kasvavasta Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) 
sarkoomasta uutetulle keinotekoiselle, mutta luonnollista tyvikalvoa jäljittelevälle soluvä-
liaineelle, matrigeelille (BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix). Matrigeelia valmis-
tetaan kemiallisella uutolla suoraan kasvainmateriaalista, ja se sisältää runsaasti erilaisia 
tyvikalvon komponentteja. 3D-soluviljelmässä soluja voidaan kasvattaa geelimäisen vä-
liaineen päällä, sisällä tai osittain molemmissa. Geelin funktio on mallintaa kudoksen 
omaa soluväliainetta. Kolmiulotteinen soluviljelmä keinotekoisella väliaineella mahdollis-
taa solujen erilaistumisen lähtökudoksensa suuntaan sekä kudoksenkaltaisen organisoi-
tuneen soluyhteisön synnyn. (Partanen – Klefström 2008; 2444–2447) Matrigeelille vil-
jellyistä soluista voidaan visuaalisesti havainnoida kasvainsolujen luonnetta, migraatiota 
ja invasiivisuuden astetta.  
 
Solulinjoja viljeltiin lämpökaapissa (+37°C, CO2 5 %) noin 72 tuntia ennen niiden siirros-
tusta matrigeeli kasvatukseen. Matrigeeli jähmettyy normaalissa huonelämpötilassa, jo-
ten kaikki työskentely suoritettiin jäähauteessa ja työvälineet kylmennettiin ennen niiden 
käyttöä. Matrigeeli laimennettiin lähtöpitoisuudestaan 9,4 mg/ml pitoisuuteen 5 mg/ml 
edellä esiteltyihin kasvatusmedioihin. Valmistettua laimennosta pipetoitiin 48-kuoppale-
vyn kaivoihin 45 µl:aa, minkä jälkeen geeliä inkuboitiin 37 °C:ssa kunnes geeli oli jäh-
mettynyt (noin ½ tuntia).   
 
Inkuboinnin aikana kolmen eri solulinjan solut irrotettiin kasvualustastaan trypsiini-ent-
syymin avulla ja niistä tehtiin 10 ml:n solususpensio kasvatusmedioiden kanssa. Eri lin-
jojen suspensioiden solupitoisuudet määritettiin mikroskooppisesti Bürker-laskentakam-
miota käyttäen. Matrigeelille haluttiin siirrostaa 5000 solua per kaivo, joten kammiolas-
kennan tuloksien perusteella saatiin jokaisesta linjasta laskettua siirrokseen pipetoitavan 
solususpension määrä. Lasketut solususpensiomäärät ja 200 µl:aa matrigeeli-laimen-
nosta pipetoitiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin. Seos sekoitettiin varovasti, minkä jälkeen 
sitä pipetoitiin inkuboinnin läpikäyneelle 48-kuoppalevylle 140 µl:aa per kaivo (kahteen 
rinnakkaiseen kaivoon) pohjalle jo jähmettyneen matrigeelin päälle. Suspension annet-
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tiin jähmettyä soluviljelyinkubaattorissa, jonka jälkeen matrigeelin päälle lisättiin kasva-
tusmediaa 200 µl/kuoppa. Tämän jälkeen solulinjoista otettiin ensimmäiset dokumen-
tointikuvat (d0).  
7 Tulokset 
 
Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-monistumisen onnistumista voidaan seurata näytöltä 
monistuksen aikana reaaliajassa. Tulosten saattaminen tilastolliseen ja luettavaan for-
maattiin vaatii kuitenkin tiettyjä toimenpiteitä monistusohjelman päätyttyä.  
 
7.1 Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR tuloksen määrittäminen 
 
Reaaliaikaisen PCR-monistuksen päätyttyä raakadatalle määritellään tietty kynnystaso 
(threshold line), jossa monistustuotteen fluoresenssi erottuu taustakohinasta ja eks-
ponentiaalinen kasvuvaihe alkaa. Toinen tarkasteltava suure on kynnyssykli (Ct, cycle 
threshold), joka kertoo kierrosluvun, missä monistustuotteen antaman fluoresenssin in-
tensiteetti on saavuttanut asetetun kynnystason, ja eksponentiaalisen kasvun vaihe al-
kanut. Ct-arvo on käänteisesti verrannollinen näytteessä olevan kohdenukleiinihapon 
määrään: mitä alhaisempi Ct-
arvo, sitä suurempi määrä mo-
nistustuotetta näytteessä on. 
Ct-arvon ollessa pienempi kuin 
sykli 29, on näytteessä run-
saasti targetoitavaa nukleiini-
happoa. Ct-arvon ollessa syk-
livälillä 30–37, näytteessä on 
kohtalaisesti targetoitavaa 
nukleiinihappoa. Sen sijaan 
Ct-arvo 38–40 osoittaa näyt-
teessä olevan vain pieniä 
määriä haluttua monistustuo-
tetta tai että näyte on kontami-
noitunut. (Suominen ym. 
2010: 167; Knuutila 2012: 
Kuvio 6.  Esimerkki qRT-PCR-menetelmän monis-
käyrästä. Solulinja PC-3, oligonukleoti-




1188.) Kuviossa 6 on nähtävissä esimerkki qRT-PCR-menetelmän monistuskäyrästä. 
Reaaliaikaisen PCR tuloksen kvantitointi voi olla joko suhteellista tai absoluuttista, joista 
suhteellinen on yleisemmin käytetty. Menetelmässä kohdegeenin määrää verrataan re-
ferenssigeenin määrään. Absoluuttisessa menetelmässä oman tuotteen kopiointisuh-
detta verrataan johonkin tunnettuun kohteeseen. (Suominen ym. 2010: 170.) Opinnäy-
tetyössä tuloksen normalisointiin käytettiin kahta tunnettua referenssigeeniä: GAPDH ja 
HPRT1. Tämän työn yhteydessä esitellään ainoastaan HPRT1-geenisekvenssillä saadut 
tulokset, koska GAPDH:n toiminta vaihteli suuresti solulinjasta ja targetoitavasta alu-
eesta riippuen. Referenssigeenin avulla oli tarkoitus saada normalisoitua eri solulinjojen 
ja työvaiheiden aiheuttamat variaatiot tuloksiin.  
 
Kvantitatiivisen PCR:n tulosten analysoimiseen Excel-taulukkolaskentaohjelmassa käy-
tettiin suhteellista laskentamenetelmää, jossa referenssigeenin ekspressio suhteutettiin 
kohdegeenien ekspressioon. Laskutoimitukset suoritettiin Livakin ja Schmittgenin 
vuonna 2001 kehittämällä 2∆∆Ct -kaavalla. (Livak – Schmittgen 2001: 403.) Kaavan en-
simmäinen delta saatiin, kun kohdegeenin Ct vähennettiin referenssigeenin Ct:stä. Seu-
raava delta voitiin laskea edellisen tuloksen perusteella, kun 2^:sta vähennettiin ensim-
mäisen deltan lukuarvo. Näiden laskutoimitusten jälkeen joko nollakontrolli tai siN ase-
tettiin lukuarvoon 1 (100 %), johon muita näytteitä suhteutettiin.  
 
7.2 Tulokset kuvaajien avulla havainnollistettuna 
 
Tulosten perusteella voidaan todeta kaikkien qRT-PCR:ssä käytettyjen alukkeiden toi-
mineen toivotulla tavalla. Amplification Plot -kuvaajista (kuviot 7, 8 ja 9) käy ilmi, että 
kaikissa solulinjoissa on PRSS3-geeniä PRSS1 ja -2 -geenejä enemmän. Solulinjoista 
ALVA-31:ssä on nähtävissä kaikkein vähiten PRSS2-geeniä. 
 
Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa PCR:ssä oli selvästi havaittavissa hiljentymistä sekä 
PRSS1 että PRSS2 -geenialueella, kun taas vastaavasti PRSS3-geenin hiljentymistä ei 
todettu. qRT-PCR -kuvaaja osoittaa myös sen, ettei PRSS2-siRNA:lla näyttäisi olevan 
vaikutusta vertailugeenin ilmentymiseen. Alla on esitettynä esimerkkikuvaajat (kuviot 7–
9) jokaisesta solulinjasta ja vertailugeeninä näissä kuvissa on HPRT1-geeni. Tehok-
kainta hiljentyminen on PC-3M ja ALVA-31 -soluilla, mutta se on myös selkeästi havait-





Kuvio 10.  qRT-PCR -kuvaaja PC-3 solulinja soluista.  
 
 
Kuvio 7.  qRT-PCR-kuvaaja PC-3-soluista.  
 






Kuvio 9.  qRT-PCR-kuvaaja ALVA-31-soluista.  
 





Tulokset laskettiin ja taulukoitiin Excel-taulukkolaskentaohjelmalla pylväsdiagrammeiksi. 
Ohjelman avulla tuloksia on verrattu valinnaisesti joko nollakontrolliin tai vaihtoehtoisesti 
ei-targetoivaan negatiiviseen siRNA-kontrolliin. Pylväsdiagrammissa tulokset esitetään 
suhteellisina prosentteina. Kuvioissa 11–13 on esitelty esimerkkikuvaajat Excel-ohjel-







































Kuviossa 11 a. PC-3-diagrammissa geenin monistumista on verrattu nollakontrolliin. 
Geenien hiljentyminen mock-kontrollissa kertoo todennäköisesti transfektioreagenssin 
toksisesta vaikutuksesta soluihin.  
 
Kuviossa 11 b. PC-3-diagrammissa geenin monistumista on verrattu negatiiviseen 
siRNA-kontrolliin. PRSS2 si1 ja si3 vaikutti sekä kohdegeenin että PRSS1-geenin ilmen-
tymiseen. Si2-oligo vastaavasti näytti lisäävän PRSS1-geenin ekspressiota, mutta ver-
rattaessa PC-3 a. -diagrammiin relatiivinen määrä on lähellä mock-kontrollin tasoa. 



































Kuviossa 12 a. PC-3M-diagrammissa geenin monistumista on verrattu nollakontrolliin. 
PRSS2-geenin hiljentyminen mock-kontrollissa kertoo todennäköisesti transfektiorea-
genssin toksisesta vaikutuksesta soluihin. 
 
Kuviossa 12 b. PC-3M-diagrammissa geenin monistumista on verrattu negatiiviseen 
siRNA-kontrolliin. PRSS2 si1 ja si3 vaikutti sekä kohdegeenin että PRSS1-geenin ilmen-
tymiseen. Näissä soluissa si2-oligo näyttäisi lisäävän PRSS1-geenin ekspressiota, 





































Kuviossa 13 a. ALVA-31-diagrammissa geenin monistumista on verrattu nollakontrolliin. 
Mock-kontrollin ja negatiivisen kontrollin korkeat piikit ovat todennäköisesti epäpuhtauk-
sista johtuvaa taustaa.  
 
Kuviossa 13 b. ALVA-31-diagrammissa geenin monistumista on verrattu negatiiviseen 
siRNA-kontrolliin. Geenien hiljentyminen näkyy selvästi kuvaajasta, mutta jostain syystä 
myös PRRS3-geeni on hiljentynyt si3:n vaikutuksesta.  
 
7.3 Tulosten ja niiden luotettavuuden arviointi 
 
Koeolosuhteet pyrittiin vakioimaan alusta loppuun mahdollisimman samankaltaisiksi, 
jotta toistettavuus koetilanteitten välillä olisi mahdollisimman hyvä. Olosuhteiden vaki-
ointi onnistui siinä määrin, että lopputulokset eri testien välillä ovat keskenään vertailu-
kelpoisia ja olosuhteiden samankaltaisuus poistaa myös olosuhdepoikkeavuudet virhe-
lähteistä. Koska geeniekspression vaimentumista tapahtui PRSS2:n lisäksi myös muilla 
geenialueilla ja lisäksi osassa testeissä myös kontrolleissa, on otettava huomioon ylei-
simmät transfektioreaktioihin liittyvät häiriötekijät.  
 
Opinnäytetyössä RNAi-menetelmällä haettu geeniekspression vaimeneminen tulisi olla 
osoitettavissa vähintään kahdella eri kyseistä geenialuetta targetoivalla oligonukleoti-
disekvenssillä (oligot 1,2 ja 6 (eli si3)), jotta kokeen tulokset voitaisiin katsoa luotettaviksi. 
qRT-PCR:llä saadut tulokset kuitenkin osoittivat, että transfektiossa käytetyt oligonuk-
leotidisekvenssit vaimensivat myös PRSS1-geenialuetta, mistä syystä transfektiossa 
käytetyille oligoille päätettiin tehdä samankaltaisuushaku NCBI:n ylläpitämässä BLAST-
tietokannassa. Tietokanta vertaa annettuja sekvenssejä nukleotiditietokantaan, etsien 
toisiaan vastaavia yhtenäisiä sekvenssialueita rinnastettavista sekvensseistä (highly si-
milar sequences). (Suominen ym. 2010: 224.) Vertailulla haluttiin selvittää, kuinka spe-
sifisiä käytetyt oligot ovat juuri PRSS2:den geenialueelle. Haulla löydetyt tulokset esite-
tään liitteessä 5. Tuloksien perusteella voidaan todeta, että oligonukleotidisekvenssi 6:lla 
(si3) on homologiaa PRSS1 (100 %) ja PRSS3 (85 %) -geenialueille. Tämä selittää mah-
dollisesti kuviossa 15 nähdyn PRSS3-geenin hiljentymisen PRSS2-siRNAn johdosta. 
PRSS1 knockdown si1 -oligonukleotidisekvenssin vaikutuksesta voi olla selitettävissä 
PRSS1 ja PRSS2 -geenialueiden samankaltaisuudella. Kyseessä voi olla mahdollinen 





Yksi yleisimmistä virhelähteistä on siRNA:n liian korkea pitoisuus, jolloin siRNA vaikuttaa 
myös muiden geenialueiden ekspressioon. Nämä harhaanjohtavat tulokset on vältettä-
vissä matalilla siRNA-pitoisuuksilla. (Flexible RNAi Technologies 2010.) Suoritetuissa 
testeissä kyseinen siRNA-pitoisuustekijä oli huomioitu (25 nM), ja näin ollen voidaan 
olettaa, etteivät muilla geenialueilla havaitut reaktiot johtuneet tästä virhemahdollisuu-
desta. Toinen yleinen häiriötekijä on sytotoksisuus eli soluille myrkylliset osatekijät. Näitä 
voivat olla esimerkiksi transfektioreagenssi tai jopa siRNA voi itse olla sytotoksinen. 
Myös monenlaiset stressitekijät, kuten esimerkiksi kuolleet solut, joita viljelystä ei tulisi 
lainkaan päästä mukaan itse analyyseihin, voivat aiheuttaa vääristymiä tuloksiin. (Flexi-
ble RNAi Technologies 2010.) Sytotoksisuus on tekijä, jota ei voida sulkea pois mahdol-
lisista virhelähteistä. Jo se, että käytössä olleessa mock-kontrollissa, jolla esimerkiksi 
juuri transfektioreagenssin sytotoksisuutta voidaan selvittää, oli joissain kokeissa havait-
tavissa geeniekspression vaimenemista, kertoo sytotoksisuudesta. Kuolleiden solujen 
mukaan pääsyä analyyseihin pystyttiin kuitenkin estämään huuhtomalla solukon pinta 
PBS-lioksella ennen hajotuspuskurin lisäämistä RNA-eristyksen yhteydessä. Onnistu-
neeseen transfektioon vaaditaan aina elävät, jakautumiskykyiset solut. Koetilanteissa 
solujen kasvua seurattiin säännöllisesti, ja pääsääntöisesti testeissä käytetyt solukot oli-
vat hyväkuntoisia.  
 
Opinnäytetyö sisälsi useita eri työvaiheita, jotka ovat hyvin herkkiä kontaminaatiolle ja 
vaativat äärimmäistä huolellisuutta tekijältään. Soluviljelyt tehtiin puhdastiloissa, ja lami-
naarikaappien sekä käytettyjen työvälineiden desinfioinnista huolehdittiin ennen ja jäl-
keen työn aloittamista. RNA-eristyksen jälkeen näytemateriaalille suoritettiin puhtaus- ja 
pitoisuusmittaukset, joissa siihen mennessä mahdollisesti aiheutuneet kontaminaatiot 
olisivat tulleet esiin. Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-monistuksen yhteydessä mah-
dollisia kontaminaatioita selvitettiin vesikontrollien avulla. Myös mahdolliset virheet pipe-
toinneissa olisivat tulleet näkyviin PCR-ajon yhteydessä.  
 
Monistustuotteen detektoinnissa qRT-PCR:llä halutun geenituotteen spesifisyyttä sekä 
käytössä olleen SYBR Green -väriaineen toimivuutta testattiin monistuksen lopussa su-
lamiskäyräanalyysin avulla. SYBR Green tarttuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han, 
joten alukkeiden on oltava erittäin huolellisesti suunniteltuja epäspesifisen sitoutumisen 
ja primer-dimereiden välttämiseksi. Sulamiskäyräanalyysin (Melting curve / Dissociation 
curve -analysis) avulla voidaan SYBR Green -menetelmää käytettäessä luokitella PCR-
tuotteita ja sitä kautta alukkeiden epäspesifistä sitoutumista. Sulamiskäyrä kuvaa fluore-
senssin intensiteetin vähenemistä DNA:n denaturoituessa yksijuosteiseksi. Analyysi 
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suoritetaan qRT-PCR-ohjelman lopussa normaali syklien päätyttyä (sivun 25 kuviossa 
5. nähtävä Stage 3). Sulamiskäyräanalyysissä monistustuotteen lämpötilaa nostetaan 
60 °C:sta 95 °C:een. Samanaikaisesti lämpötilan kohoamisen kanssa seurataan fluore-
senssia, joka alkaa laskemaan DNA:n denaturoituessa yksijuosteiseksi. Fluoresenssi 
laskee, koska SYBR Green -väriaine irtoaa yksisäikeisestä DNA:sta eikä sitoutumatto-
mana fluoresoi. Kaikella kaksijuosteisella DNA:lla on sille ominainen sulamislämpötila 
(Tm), jossa DNA:sta noin 50 % on yksijuosteisessa muodossa. Sulamislämpötilaan vai-
kuttaa DNA-templaatin pituus sekä sekvenssin G-C-emästen pitoisuus. Guaniinin ja sy-
tosiinin väliset kolminkertaiset vetysidokset nostavat sulamislämpötilaan (Tm). Käyrä 
esitetään yleensä lämpötilan funktiona muodossa –dF/dT (fluoresenssin muutos suh-
teutettuna lämpötilan muutokseen). (Life Technologies 2012; Suominen ym. 2010: 168–
169.) Kuviossa 14 a. ja b. on esitelty ensimmäisen HPRT1-referenssigeenilllä tehdyn 
qRT-PCR-monistuksen sulamiskäyräanalyysit. PRSS1-geenisekvenssin spesifisen 























Kuvio 14 a.  qRT-PCR-monistuksen sulamiskäyräanalyysit oligonukleoti-






















7.4 3D-kasvatuksen tulokset 
 
Solulinjojen kasvua matrigeelissä seurattiin ja kuvattiin vuorokauden välein kasvatuksen 
aloituksesta (d0) aina kuudenteentoista vuorokauteen (d16) saakka, minkä jälkeen vil-
jelmät tuhottiin. Kasvatuksen dokumentointiin käytettiin AMG Evos® -mikroskooppika-
meraa (4x objektiivi, d16-suurennos kuvankäsittelyohjelmalla). Seuraavien sivujen kuvi-
oihin 15–17 on valittu muutamia kuvia kasvatuksen eri vaiheista, ja niiden on tarkoitus 
havainnollistaa solulinjojen kasvutapaa, -nopeutta, luonnetta ja invasiivisuutta. Kuvista 
näkyy, että kaikki kolme solulinjaa muodostavat matrigeelissä spontaaneja solurykelmiä, 
joissa ne jakautuvat (d4 ja d7). D16-kuvista näkyy, kuinka solut alkavat invasoitumaan 
matrigeelin. PC-3-solut invasoivat epiteelisoluille tyypilliseen kollektiiviseen tapaan, kun 
taas ALVA-31-soluissa on havaittavissa mesenkymaalisten solujen yksittäistä invaa-
siota. PC-3M-soluissa on nähtävissä kumpaakin invaasio-tapaa.    
 
Kuvio 14 b.  qRT-PCR-monistuksen sulamiskäyräanalyysit oligonukleoti-






Kuvio 15.  PC-3-eturauhassyöpäsolulinjan kasvua matrigeelissä. Kuvat otettu päivinä 0, 4, 






Kuvio 16.  PC-3M-eturauhassyöpäsolulinjan kasvua matrigeelissä. Kuvat otettu päivinä 0, 









Kuvio 17.  ALVA-31-eturauhassyöpäsolulinjan kasvua matrigeelissä. Kuvat otettu päivinä 0, 






Työn lopputulosten monimuotoisuus tekee niiden tulkinnasta haasteellista. Osin tulosten 
perusteella voidaan todeta työn olevan erittäin hyvin onnistunut ja tulosten olevan yksi-
selitteisiä ja loogisia. Kun tuloksista tehdään kokonaisyhteenveto kuvaajien avulla, ne 
muuttuvat selvästi epätarkempaan suuntaan. Näin suuressa kokonaisuudessa, jossa lii-
kutaan molekyylitasolla, on lukematon määrä mahdollisia muuttujia, joten yksittäistä 
syytä tai tekijää tulosten epätarkkuudelle on mahdoton osoittaa. Jos koetta haluttaisiin 
vielä jatkaa qRT-PCR-menetelmää käyttäen, tulisi kokeeseen löytää eri geenialuetta tar-
getoivia PRSS2-siRNA-oligoja sekä referenssigeeni, joka toimisi käytettyjä referens-
sigeenejä paremmin tulosten normalisointiin.   
 
Tutkimusryhmän toimesta tehtiin transfektion jälkeen 6-kuoppalevyiltä kerätyille kasva-
tusmedioille immunofluorometrinen määritys, jolla mitattiin näytteissä olevan liukoisen 
trypsiini 2 (TAT2) -proteiinin määrää. Tulokset tukevat qRT-PCR:llä saatuja tuloksia PC-
3-solulinjan soluilla, mikä käytännössä tarkoittaa sitä, että liukoisen trypsiini 2 -proteaa-
sin määrä väheni soluille suoritetun siRNA-transfektion seurauksena. PC-3M ja ALVA-
31 -solulinjoista ei saatu tuloksia, koska niissä kyseisen proteaasin sekretoidut määrät 
jäivät mittausalueen ulkopuolelle. 
 
Jotta kokonaistavoite saavutetaan, eli löydetään mahdollisesti uusi terapiamuoto eturau-
hassyövän diagnosointiin ja hoitoon, on tutkimustyötä vielä jatkettava. Vaikka opinnäy-
tetyö osoitti, että siRNA-menetelmällä pystytään vaikuttamaan halutun geenin ekspres-
sioon, on vielä paljon tehtävää ennen kuin menetelmä voidaan viedä kokeiltavaksi ihmi-
siin ja jalostaa kliiniseen käyttöön.  
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